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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
ホルマリン固定・パラフィン包埋組織を用いた、顕微蛍光測光法による細胞核DNA定量法は
細胞学研究上、重要な広い応用性が期待できる。組織所見との対応並びに経時的な病変の定量的
解析ができる利点カミある。しかし、ホルマリン固定及びパラフィン包埋過程で、細胞質の強い非
特異蛍光の発生がつきまとうため、これまで同組織を用いた精度の高い核DNA定量は困難であ
った。
本研究では、パラフィン包埋組織の非特異蛍光の有効な除去法を案出するとともに、落射型顕
微蛍光測光法を用いた高精度の核DNA定量法の標準化を行なうことを目的とした。
〔方　法〕
呑龍系ラット（雄、3ケ月齢）の肝のホルマリン固定・パラフィン包埋組織より、厚切り切片
（150Jlm）を脱パラフィン後、酵素処理（コラゲナーゼ）および小型ハサミによる細切、ダウ
ンス型小型ホモジナイザ一等による機械的処理により得た単離肝細胞を用いた。まず、非特異蛍
光の除去法について研究した。単離細胞を5mM EDTA－3Na／Hanks’．solutionの中で各
種温度（4℃、50℃、60℃および80℃）について0～48時間の処理を行ない、さらにRNase　処
理（37℃、1時間）を行なった。プロビディウム・アイオダイド（PI）を用いて浮遊単離細胞
に核DNA蛍光染色を施し（0．025mg・PI／クエン酸ナトリウム・1ml）、遠沈塗抹法でス
ライドガラス上にPI－DNA染色した単離細胞塗抹模本を作製した。染色前処理による非特異
ー　32　－
蛍光の除去効果の検討に関しては、落射型顕微蛍光多重測光装置（NIKON SPM－RF2－D）
を運用して、まず1）単位面積当りの核（N）及び細胞質（C）の蛍光強度を4倍体細胞50個に
ついて測光し、C／N値（％）を求め、無処理模本を対照として経時的に検討した。次いで2）
細胞質を含めた個々の細胞のPI染色に基づく蛍光強度を肝細胞300個について測光定量し、ヒ
ストグラムを基に各プロイディ・レベルにおける蛍光強度の平均値並びに分散巾を算出し、新鮮
標本を対照として検討した。
核DNA顕微蛍光測光法の精度向上にあたり、測光手技上の検討、特に励起光強度の測光精度
に及ぼす影響について検討を加えた。落射型顕微蛍光多重測光装置の励起光路にNDフィルター
（透過率1／4、1／16、1／64）を挿入し、励起光の強度を変化させることによる非特異蛍光
の軽減効果を、上述の1）、2）の両者について検討した。
〔結　果〕
単離肝細胞を5mM EDTA－3Na／Hanks’solution中で60℃或は80℃の染色前処理する
ことにより、細胞質の非特異蛍光は経時的に漸減し、12時間後よりプラトーに達し、C／N値は
無処理の34％に対して4％と著しく低下した。また、核DNA量ヒストグラムによる検索におい
ても、60℃、12時廟の加温処理により得た成績は新鮮標本の成績とはぼ同様の成績を示した。
NDフィルターの使用による励起光強度の変化の非特異蛍光に及ぼす影響に関しては、励起光
の減弱と共に非特異蛍光は減少し、1／64の透過率のNDフィルターを使用した場合、5　mM
EDTA－3Na／Hanks，solution中の60℃加温処理で8時間目以降はほとんど認められない。
またこの条件での核DNAヒストグラムも新鮮標本の成績とはぼ同様の成績を示した。
〔考　察〕
本論文では、ホルマリン固定・パラフィン包哩組織を対象に、PI染色に基づく核DNA測光
定量法を案出し、精度高く運用できることを報告した。
PI染色は蛍光減衰がほとんど無く、安定した飽和染色ができ、しかも定量性が保たれること
から広く蛍光測光に用いられている。またPIは加水分解の必要がないintercalating dyeであ
るため、RNAを消化・除去することによりDNAを特異的に染色する色素である。しかレヾラ
フイン材料に関しては、そのままではRNase処理がほとんど無効であること及び細胞質の非特異
蛍光が非常に強くて精度の良い測光が不可能であるという問題がある。本研究で採用した染色前
処理（5mM EDTA－3Na／Hanks，solution中、60℃、12時間）によってRNase　が有効に
働いてRNAを除去でき、しかも非特異蛍光もほとんど除去できた。これはEDTA並びに加温
処理によって凝固した蛋白が部分的に解離するとともに変性蛋白との結合が緩み、その結果RN
Aが易消化性となった可能性を推論している。また励起光の減弱に伴なった非特異蛍光の減少に
関しては、たとえ特異的なDNA蛍光染色が施されていても、厚みのある細胞においては細胞質
内での乱反射を生じることにより、非特異蛍光としてとらえられた可能性を推論している。
〔結　論〕
ラット肝を用いて、ホルマリン固定・パラフィン包埋組織を対象としたDNA顕微蛍光測光法
の標準化のための研究を行なった。その結果、①単離細胞の採取、㊤5mM EDTA－3Na／
Hanks，solution中の60℃、12時間処理、◎RNase処理、㊤PI染色、などによる標本作成、
および④測光時のNDフィルターの利用によって高精度な測光定量が可能となった。にまとめら
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れる。
論文審査　の　結　果　の　要　旨
細胞核DNA量を顕微蛍光測光法によって測定し、その成績から細胞動態を解析することは、
腫瘍の生長や病的状態における細胞反応を理解するに有力な手段である。従来は新鮮組織からの
単離細胞標本を用いたが、パラフィン包哩組織にこれを応用することは困難であった。これはパラフ
ィン包埋組織の細胞質より発生する非特異的蛍光が測定値を不正確にするためである。この論文
の著者は各種の薬剤を検索し、Ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）が非特異的蛍光を
減弱させることを知り、この適用方法を検討した。すなわちラット肝臓のパラフィン包埋組織か
ら150〃の切片を取り、脱パラフィンののちEDTA液に浸潰、この切片を更に細切し肝細胞の
単離細胞浮遊液を作り、再びEDTA液で処理した。処理条件は60℃、1時間である。その後、
propidiumiodide　で染色し落射型顕微蛍光測光装置で核DNA量と細胞質非特異的蛍光を測定
した。その結果は、核蛍光強度は新鮮な材料のものとはぼ同値になり、核蛍光強度と細胞質非特
異的蛍光強度との比はEDTA未処理のものの30％から4％以下に減弱した。この操作によって
細胞破壊は起らなかった。次にNDフィルターを励起光源に挿入して非特異的蛍光を更に減弱さ
せることができた。またEDTA処理パラフィン包埋組織からDNA量のヒストグラム上におけ
る分布パタンと新鮮標本のそれを比較し、両者が同様の分布パタンを示すことを確かめた。すな
わち、この方法による測光値は新鮮標本による測光値と同様に細胞動態の解析に使用できること
は明らかである。以上のように本論文の内容はフォルマリン固定ノヾラフイン包埋組織からのDN
A顕微蛍光測光法の精度の高い実施を可能にする新しい方法を述べた。この方法ではHE染色で
見出された病変部を直接DNA定量に使用でき各種の解析が可能である。またこの方法は病理組
織材料のretrospectiveなDNA定量を可能にしたもので広汎な応用が予想され、医学・生物学上
価値ある論文と認められる。
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